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Avaliacao da atividade antiproliferativa dos encapsulados de goji berry

Evaluation of the antiproliferative activity of goji berry encapsulates

Emanuel do Vale Silva', Isabella Salvat Luccas?, Rubia Michele Suzuki®, Elisangela
Dusman*, Eduardo Michel Vieira Gomes®

RESUMO

O aumento dos numeros de diagndsticos de cancer atrelado aos intensos efeitos colaterais dos tratamentos
convencionais fez com que os tratamentos alternativos ganhassem muito destaque. Assim, diversos estudos
vém sendo feitos sobre o tratamento de cancer com drogas medicinais, como os alimentos funcionais. O
Lycium barbarum, também conhecido como goji berry, € um desses alimentos. Eles sdo considerados
superalimentos pois possuem compostos como carotenoides e antioxidantes que podem prevenir doencas,
como o cancer. Dessa forma, o presente estudo avaliou a atividade citotdxica, para células tumorais hepaticas
humanas (HuH7.5), pelo teste do MTT, de encapsulados contendo 5, 10 e 20% de extrato de goji berry, nos
periodos de 24, 48 e 72 horas. O extrato encapsulado de goji berry apresentou citotoxicidade, principalmente
na maior concentragao de extrato (20%), sendo que no tempo de 24 horas foi possivel observar esta atividade
para todas as concentragbes avaliadas deste encapsulado (1, 5, 10, 25, 75 e 100 uL mL-"). Por meio disso,
confirmou-se a citotoxicidade dos extratos encapsulados de goji berry. Entretanto, sugere-se que novos
estudos sejam realizados com outras linhagens tumorais buscando o melhor uso para o extrato.
PALAVRAS-CHAVE: citotoxicidade; encapsulamento; goji berry.

ABSTRACT

The increase in the number of cancer diagnosis linked to the intense side effects of conventional treatments
has made alternative treatments gain much prominence. Thus, several studies have been carried out on the
treatment of cancer with medicinal drugs, such as functional foods. Lycium barbarum, also known as goji berry,
is one of these foods. They are considered superfoods because they contain compounds such as carotenoids
and antioxidants that can prevent diseases such as cancer. Hence, the present study evaluated the cytotoxic
activity for human liver tumor cells (HuH7.5) using the MTT test, of encapsulates containing 5, 10 and 20%
goji berry extract, in periods of 24, 48 and 72 hours. The encapsulated goji berry extract showed cytotoxicity,
especially at the highest extract concentration (20%), and within 24 hours it was possible to observe this
activity for all evaluated concentrations of this encapsulated product (1, 5, 10, 25, 75 and 100 pL mL-1).
Therefore, the cytotoxicity of encapsulated goji berry extracts was confirmed. However, it is suggested that
new studies be carried out with other tumor lines seeking the best use for the extract.
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INTRODUCAO

“Cancer” € o nome dado a um grupo de mais de 100 doengas que tém em comum o
crescimento desordenado das células (INCA, 2022a). O aparecimento do céancer é
multifatorial, existem diversas causas internas (horménios, condigbes relacionadas a
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imunidade e mutagdes genéticas) e causas externas (ambientes laborais, sociais, culturais
e de consumo) que podem interagir entre si e iniciar o seu desenvolvimento. Contudo, entre
80% e 90% dos casos de cancer estéo ligados as causas externas (INCA, 2022b).

Uma das formas de prevencédo do cancer € uma alimentacao rica em alimentos de
origem vegetal (INCA, 2022c). Neste sentido, os alimentos funcionais desempenham um
papel de extrema importancia. Estes, sao alimentos que além de suas fungbes nutricionais
basicas, oferecem beneficios fisicos, mentais e fisiolégicos devido a sua composigao rica
em antioxidantes e carotenoides (BRUNORO e ROSA, 2016).

Desse modo, a Lycium barbarum, também conhecida como goji berry, representa uma
fungcdo de grande relevancia. A goji berry é uma fruta de origem asiatica, mais
especificamente da China e do Tibete, e ganhou destaque por ser utilizada na medicina
tradicional chinesa no fortalecimento do sistema imunolégico (AMAGASE e
FARNSWORTH, 2011; KULCZYNSKI e GRAMZA-MICHALOWSKA, 2016; VIDAL et al.,
2012). Ela é considerada um “superalimento” devido as altas quantidades de compostos
fendlicos e carotenoides (WANG et al., 2010).

A utilizagao de encapsulados de lipossomos € necessaria pois eles sao responsaveis
por proteger o antigeno carregado do ambiente externo, evitando que ele seja degradado
(BO et al., 2019). Ademais, por possuirem um sistema de administracdo de medicamentos
muito eficiente e por terem grande afinidade com as membranas bioldgicas, séo utilizados
amplamente no campo farmacéutico (CHANG e YEH, 2012; LI et al., 2009).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade citotoxica do extrato de
goji berry encapsulado, pelo teste do MTT, em células tumorais hepaticas humanas
(HuH7.5).

METODOLOGIA

Para realizar o teste da atividade citotdxica foi utilizado o ensaio MTT [3-(4,5-
Dimethilthiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazolium bromide], de acordo com o protocolo sugerido
por Mosmann (1983), com modificagdes. Foram utilizadas placas de cultivo de 96 pogos
onde, em cada pogo, foram semeadas 1,0x10* células HuH7.5. Apds 24 horas, o meio de
cultura de cada poco foi descartado e adicionou-se 100 uL de meio completo para os
grupos: controle negativo (CO") (meio de cultura), controle positivo (CO*) com o agente
citotéxico metil metanossulfanato (MMS 500 uM) e os tratamentos com as concentragoes
de 1, 5, 10, 25, 75 e 100 yL mL™" dos encapsulados do goji berry (Lycium barbarum). Os
encapsulados avaliados eram lipossomos, contendo 5%, 10% e 20% de extrato de gogi
berry e Lipidio Phospholipon 80h, que foram produzidos grupo de pesquisa da UTFPR-
Apucarana.

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e, apos esse tempo, o meio de
cultura foi substituido por 100 yL de meio de cultura ndo suplementado, acrescido de MTT
(0,167 mg mL™") e, entdo, incubadas novamente por mais 4 horas. Em seguida, foi
descartado o meio contendo MTT e aos pogos foram adicionados 100 pL de dimetilsulfoxido
para solubilizagado dos cristais de formazan. A leitura das absorbancias foi realizada em
uma leitora de microplaca (Thermo Plate) a 492 nm.

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrao das absorbancias e
submetidos ao teste de normalidade, a analise de variancia (one way ANOVA), seguido do
teste de comparagcao de médias de Dunnet (n=4), com o auxilio do software Action Stat
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(p<0,05). Os valores percentuais de viabilidade celular (VC) foram estimados pela razdo da
absorbéancia média do tratamento pela absorbancia média do controle negativo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados da atividade antiproliferativa do lipossomo contendo 5% de extrato de
L. barbarum (Figura 1 — A) mostram que, no menor tempo de avaliagdo (24 horas), as
concentragdes de 1, 5, 10, 25 e 100 yL mL-! apresentaram citotoxicidade para as células
HuH7.5, ou seja, tiveram absorbancias médias estatisticamente menores que as do
controle negativo. Além disso, as viabilidades celulares (Tabela 1) para essas
concentragdes foram de 77,50%, 64,58%, 74,90%, 75,00% e 77,66%, respectivamente.

Tabela 1 — Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais hepaticas humanas, tratadas
com as concentragdes (mg mL™") dos encapsulados de goji berry a 5%, 10% e 20%, por 24, 48 e 72
horas, pelo teste do MTT.

5% 10% 20%
Grupos

2ah | 48h | 72h | 24n | 48h | 72h | 24h | 48h | 72h
CO- 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
CO+ 3536 3527 2369 4990 33,77 20,55 46,68 41,63 19,55
1 77,50 110,99 92,51 7324 56,30 98,76 66,24 79,69 88,17
5 6458 81,18 8845 78,02 4845 9131 5354 66,33 88,22
10 7490 8575 9542 73,50 67,75 77,44 67,62 79,50 83,90
25 7500 67,72 82,72 6852 59,83 88,94 68,85 81,35 76,91
75 9323 81,01 7460 77,89 53,13 62,78 73,58 77,66 74,41

100 77,66 67,94 58,96 66,32 56,37 47,56 70,02 56,91 53,69

CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo.
Fonte: Autoria prépria (2023).

Comportamento semelhante foi verificado em algumas concentragées (5, 25, 75 e
100 yL mL") no tempo de avaliagdo de 72 horas (Figura 1 - A). As viabilidades celulares
neste caso foram de 88,45%, 82,72%, 74,60% e 58,96%, em ordem. Observou-se a partir
da concentragdo de 25 yL mL-' um efeito dependente da concentragéo, ou seja, quanto
maior a concentragao menor a viabilidade celular. Entretanto, no tempo de avaliagao de 48
horas, nenhuma concentragcédo apresentou citotoxicidade.

Zhang et al. (2013) obtiveram resultados positivos ao analisar a atividade antitumoral
de Polissacarideos de Lycium Barbarum (LBP) em células tumorais de figado (SMMC-
7721). Seus resultados mostraram que os polissacarideos LBP-a4 inibiram o crescimento
e induziam a apoptose das células através do aumento da concentracdo de Ca2+ no
citoplasma, efeitos citotoxicos que podem também ter ocorrido no presente estudo.

A absorbancia dos encapsulado com 10% de extrato (Figura 1 - B) indicou
citotoxicidade nas concentragdes de 25 e 100 yL mL-', no tempo de avaliagdo de 24 horas.
Suas viabilidades celulares (Tabela 1) foram de 68,52% e 66,32%, respectivamente. No
tempo de 48 horas observou-se citotoxicidade nas concentragdes de 5, 10, 25, 75 e 100 uL
mL"' e um efeito dependente da concentragdo. Além disso, viabilidades de 78,02%,
73,50%, 68,52%, 77,89% e 66,32%. Apenas as concentragdes de 10, 75 e 100 yL mL""

seisicite.com.br 3

UTlrer

T o ol



el
i -

SEI-SICITE
23

apresentaram absorbancias médias inferiores que a do controle negativo no tempo de
avaliagcao de 72 horas, com viabilidades celulares de 77,44%, 62,78% e 47,56%.

Figura 1 — Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais hepaticas humanas
tratadas por 24, 48 e 72 horas com as concentragdes (UL mL™") do encapsulado de goji berry a 5%
(A), 10% (B) e 20% (C).
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CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo. *Resultado
estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2023)
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Para o lipossomo contendo 20 % de extrato de goji berry, no tempo de avaliagdo de
24 horas, todas as concentragdes mostraram-se citotéxicas (Figura 1 - C), com as
viabilidades celulares (Tabela 1) variando atingindo 53,54%. No tempo de avaliagao de 48
apenas as concentracdes de 5 yL mL-1 e 100 yL mL-1, continuaram apresentando efeito
citotdxico para as células tumorais, com viabilidades celulares (Tabela 1) de 66,33% e
56,91%, respectivamente. Ja na avaliagao de 72 horas a citotoxicidade foi apresentada nas
concentragbdes de 25 yL mL-1, 75 pyL mL-1 e 100 yL mL-1, com viabilidades celulares
(Tabela 1) de 76,91%, 74,41% e 53,69%, respectivamente.

CONCLUSAO

Por meio dos dados do presente estudo foi possivel confirmar a citotoxicidade e a
atividade antitumoral dos extratos encapsulados da goji berry para a linhagem celular
tumoral hepatica humana, principalmente na maior concentragdo avaliada (100 yL mL™")
para todos os lipossomos (5%, 10% e 20%). Além disso, € valido destacar que o lipossomo
a 20% apresentou citotoxicidade em todos os tempos de avaliagdo e para todas as
concentragdes. Dessa forma, sugere-se que novos estudos sejam realizados, testando a
citotoxicidade em outras linhagens tumorais com o intuito de assegurar o potencial uso do
extrato encapsulado do goji berry para fins medicinais.
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